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摘要 :【 目 的] 松 墨 天 牛 Monochamus alternatus 是 我 国 南方 松林 中 的 重要 星 干 害 虫 , 也 是 林业 检疫 
性 病害 松 材 线虫 病 的 主要 媒介 昆 忠 ,其 分 布 范围 较 广 ,对 温度 的 适应 性 强 , 本 研究 旨 在 初步 探 
讨 松 墨 天 牛 对 温度 胁迫 适应 性 的 分 子 机 制 。【 方 法 】 采 用 RT-PCR 与 RACE 技术 克隆 松 墨 天 牛 小 热 
激 蛋白 (small heat shock protein ，sHSP) 基 因 的 全 长 cDNA ,结合 生物 信息 学 方法 分 析 小 热 激 蛋白 的 
结构 特征 ;利用 qPCR 技术 测定 该 基因 在 松 墨 天 牛 不 同 发 育 阶 段 4 龄 幼虫 不 同 组 织 及 不 同 低 温和 
高 温 胁迫 下 4 龄 幼虫 中 的 表达 谱 , 并 用 geNorm, NormFinder 和 BestKeeper 软件 对 不 同 温度 下 内 参 
基因 稳定 性 进行 评价 。【 结果】 获得 松 墨 天 牛 sHSP 基因 的 cDNA 全 长 序列 ,命名 为 MaltHSP21. 20 
(GenBank 登录 号 : MH091811) ,全 长 为 871 bp ,编码 187 个 氨基 酸 ,信号 肽 预测 表明 其 N 末端 含 
18 个 氨基 酸 的 信号 肽 ,成 熟 蛋白 预测 分 子 质 量 为 21.20 kD ,等 电 点 为 8.65。 结 构 域 预测 符合 小 热 
激 蛋 白 家 族 的 特征 , 共 含 有 10 个 B Jr, Ea 结构 域内 含有 7 个 B 折 壹 片 。 进 化 树 分 析 表 明 该 
蛋白 氨基 酸 序列 与 光 肩 星 天 和 牛 Anoplophora glabripennis 的 sSHSP 有 较 高 的 同 源 性 。 不 同 软件 分 析 得 
到 最 稳定 的 内 参 基 因 存 在 差异 ,结合 3 种 方法 评价 得 出 RPL10 最 为 稳定 。MaltHSP21.20 在 不 同 发 
育 阶 段 的 松 墨 天 牛 体 内 均 有 表达 , 滞 育 幼虫 中 表达 量 最 高 , 卵 期 及 晴 期 表达 量 次 之 ;在 4 元 幼虫 不 
同 组 织 中 均 有 分 布 , 脂 肪 体 中 表达 量 最 高 ;4 龄 幼虫 Malt HSP21.20 对 低温 诱导 无 响应 ,其 表达 量 在 
35'C 时 显著 上 调 ,45% 439 2 和 3 最 高 ,50%C 时 下 降 。[【 结论 ]RPL10 是 不 同 温度 胁迫 下 较 稳 定 的 
内 参 基 因 。 相 比 其 他 热 激 蛋白 基因 ,MaltHSP21. 20 对 低温 敏感 性 较 低 ,推测 其 在 幼虫 滞 育 越冬 及 
抵抗 高 温 中 发 挥 重要 作用 。 
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Abstract: [ Aim] Monochamus alternatus, an important stem borer in pine forests in southern China, is 
a major vector of pine wilt disease. It has a wide range of distribution and strong resistance to temperature 


stress. The study aims to better understand the molecular mechanism of resistance to temperature stress in 
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M. alternatus. [Methods] The full-length cDNA encoding small heat shock protein ( sHSP) was cloned 
from M. alternatus by RT-PCR and RACE techniques. The sequence characteristics of this sHSP were 
analyzed by bioinformatics methods. The expression patterns of this gene in different developmental 
stages, various tissues of the 4th instar larvae and the 4th instar larvae stressed under different low and 
high temperatures were detected by qPCR, and the stability of the reference genes at different 
temperatures was analyzed by geNorm, NormFinder and BestKeeper tools. [ Results] The complete cDNA 
of the gene encoding sHSP was obtained from M. alternatus, and named MaltHSP21. 20 ( GenBank 
accession no. : MH091811). The complete cDNA (871 bp) encodes a protein of 187 amino acids, with 
a signal peptide of 18 amino acids in N-terminus, the molecular weight of 21. 20 kD and the theoretical pl 
of 8. 65. The domain prediction conforms to the characteristics of the sHSP family, containing 10 B- 
sheets and 7 Q-sheets in the a-domain. Phylogenetic tree analysis showed that the sHSP sequence shares 
high homology with sHSP of Anoplophora glabripennis. The most stable reference gene was different 
identified by different methods, and assessed by three methods the most stable reference gene was 
RPL10. MaltHSP21. 20 was expressed in all developmental stages of M. alternatus, with the highest 
expression level in diapause larvae, and moderate in egg and pupal stages. MaltHSP21.20 was expressed 
in different tissues of the 4th instar larvae, with the highest expression level in fat body. The expression 
of MaltHSP21.20 in the 4th instar larvae showed no response to low temperature, while was up-regulated 
significantly at 35°C , reached the maximum after exposure to 45°C for 2 and 3 h, and down-regulated at 
50%. [Conclusion] RPL10 is a more stable reference gene under different temperature stress. Compared 
to other heat shock protein genes, MaltHSP21. 20 is less sensitive to low temperature and presumably 
plays an important role in larval diapause during overwintering and the resistance to high temperature. 

Key words: Monochamus alternatus; small heat shock protein; temperature stress; reference gene; 


expression pattern 





温度 对 昆虫 的 生长 发 育 、 种 群 繁衍 及 扩散 起 到 





Moens, 2009 ) 。 研 究 表 明 ,sHSP 的 分 子 伴侣 及 其 功 





至 关 重 要 的 作用 ,因此 ,昆虫 的 地 理 区 系 分 布 很 大 程 
度 上 取决 于 温度 。 环 境 温 度 过 高 或 过 低 , 均 会 对 昆 
虫 产生 不 良 的 影响 ,严重 时 会 导致 其 死亡 。 昆 虫 在 
长 期 进化 过 程 中 ,形成 了 耐 受 高 温 或 低温 的 能 力 ,这 
与 昆虫 体内 的 热 激 蛋白 (heat shock proteins, HSPs) 
密 不 可 分 。 热 激 和 蛋白 又 称 作 热 休克 蛋白 ,是 一 类 生 
物体 中 普遍 存在 的 应 激 蛋 白 , 当 生 物体 遭遇 极端 温 
E .饥饿 胁迫 、 氧 化 胁迫 ,重金属 胁迫 时 ,会 优先 转录 
该 蛋白 ,引导 其 他 和 蛋白质 的 正确 折 炙 ,帮助 生物 体 度 
过 不 良 环境 ( Zhao and Jones, 2012) 。 根 据 分 子 量 
的 大 小 , 热 激 蛋白 被 划分 为 HSP100，HSP90， 
HSP70, HSP60 和 sHSP 5 个 家 族 ( Garrido et al., 
2012) , 

相对 于 其 他 热 激 蛋 白 ,小 热 激 蛋白 (small heat 
shock proteins，sHSPs) 在 昆虫 领域 的 研究 相对 较 少 
(King et al., 2015) 。 小 热 激 蛋白 分 子 量 在 12 ~ 43 
kD 之 间 ,包含 一 个 由 80 ~ 100 个 氨基 酸 组 成 的 包含 
9 个 B-EK KURTH a 结构 域 ,可 变异 的 N 端 和 
可 延伸 的 C 端 (Bagneris et al., 2009; Kostenko and 












































能 主要 取决 于 a 结构 域 ( Hayes et al., 2009) 。 小 热 
激 蛋 白 在 生物 机 体 应 对 外 界 胁迫 时 至 关 重 要 ( Basha 
et al., 2012)。 与 其 他 分 子 伴侣 相似 , sHSP 可 与 变 
性 的 蛋白 质 结合 ,促进 其 正确 折 共 (Garrido et al., 
2012) 。 不 同 的 是 ,在 此 过 程 中 不 需要 ATP 的 参与 
(van Montfort et al., 2001) 。 

与 热 激 蛋白 中 的 其 他 家 族 相似 ,小 热 激 蛋白 参 
E EL R Bf i HER GER bo s se (5 2E Uh Harmonia 
axyridis 在 热 胁 迫 下 , Hsp21. 00, Hsp21.62, Hsp10. 87 
和 Hspl6. 25 表达 量 呈 现 上 升 趋 势 (Wang et al., 
2017) ;将 家 春 Bombyx mori 置 于 34Y% 处 理 1 ~7 d, 
BmHsp27. 4 的 表达 量 逐 步 上 升 (Wang et al., 
2014) ;4% 冷 胁迫 诱导 中 华 蜜蜂 Apis cerana cerana 
的 AccsHsp22. 6 大 量 表达 (Zhang et al., 2014) 。 近 
些 年 研究 发 现 ,sHSP 还 参与 昆虫 的 发 育 , 当 幼虫 向 
晴 转 变 时 ,sHSP 表达 量 的 增加 有 助 于 变态 过 程 中 细 
胞 的 增殖 以 及 组 织 和 需 官 的 再 生 (Huang et al., 
2009), 一定 浓度 的 20- 羟 基 蚁 皮 酮 (20E ) 可 以 诱导 
sHSP 的 产生 也 验证 了 这 一 功能 (Shen et al., 2011; 
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Zhang et al., 2014) 。 当 外 界 环境 不 利 时 ,昆虫 会 进 
入 滞 育 状态 ,以 此 度 过 不 良 环 境 , pd zE qu R 
Sesamia inferens EA wi B ASHT, 小 热 激 蛋白 的 表 
达 量 升 高 ,表明 小 热 激 蛋白 可 能 参与 昆虫 清 育 
( Gkouvitsas et al., 2008) 。 

松 墨 天 和 牛 Monochamus alternatus 是 我 国 南方 松 
林 中 重要 的 星 干 害虫 ,也 是 松 材 线虫 
Bursaphelenchus xylophilus 的 主要 传播 媒介 。 松 墨 天 
牛 幼虫 在 室内 的 最 适 生 长 发 育 温 度 为 23Y ,越冬 幼 
虫 的 过 冷却 点 为 -14.5 (和 孔 维 娜 等 , 2005) iif 
幼虫 升温 12 ~ 15*C 饲养 ,部 分 幼虫 仍 能 化 师 及 羽化 
(RSE, 2001) 。 在 其 分 布 区 , 松 墨 天 牛 常常 经 
历 40% 以 上 的 高 温 或 -10% 以 下 的 低温 ,表明 其 具 
有 一 定 的 抗 寒 性 及 耐 热 性 ,这 些 特性 也 是 其 扩散 的 
关键 因子 所 在 。 目 前 ,从 分 子 水 平 曾 明 对 温度 胁迫 
响应 机 制 的 报道 仅 限于 对 HSP60, HSP70 及 HSP90 
的 表达 特性 研究 (Cai et al., 2017) ,关于 松 墨 天 牛 小 
热 激 蛋 白 的 研究 未 见报 道 。 因 此 ,本 研究 拟 克隆 松 
黑 天 牛 小 热 激 蛋白 基因 ,并 研究 其 在 松 墨 天 牛 不 同 
发 育 阶 段 .不 同 组 织 和 温度 胁迫 下 的 表达 特性 ,初步 
探讨 其 对 温度 胁迫 响应 的 分 子 机 制 , 进 而 为 了 解 松 
墨 天 牛 对 温度 适应 性 及 扩散 机 制 提供 理论 依据 。 



























































1 材料 与 方法 


1.1 试 虫 来 源 及 处 理 

松 墨 天 牛 3 龄 幼虫 采 自 江西 九江 市 松 材 线虫 病 
致死 的 马尾 松 Pinus massoniana , 带 回 实验 宣 , 参照 
陈 瑞 旭 等 (2017 ) 方 法 进行 饲养 ,分 别 收 集 卵 ,4 龄 幼 
虫 . 晴 及 雌雄 成 虫 并 从 野外 直接 采集 越冬 滞 育 4 龄 
幼虫 , 转 至 液 氮 中 速冻 , 置 于 -80Y 保存 备用 。 选 取 
5 头 4 龄 幼虫 在 生理 盐水 中 解剖 ,获得 表皮 、 血 淋 
E ,脂肪 体 、 马 氏 管 、 肠 道 , 置 于 RNAlater 中 短 时 保 
存 ,通过 离心 法 将 RNAlater 去 除 。 由 于 4 RAE 
食量 较 高 ,活力 较 强 ,并且 在 野外 可 能 经 历 低 温 及 高 
温 环境 , 而 消 育 幼虫 的 sHSP 可 能 不 会 被 低温 诱导 
(Sonoda et al., 2006) ,因此 本 研究 选择 4 龄 非 清 育 
幼虫 在 低温 ( -10, -5, 0 和 5 ) 和 高 温 (35, 40, 
45 和 50% ) 处 理 1, 2 和 3 h, 以 25% 作为 对 照 , 试 虫 
保存 方法 同上 。 每 头 幼 虫 作为 一 个 重复 ,设置 3 个 
生物 学 重复 及 3 个 技术 重复 。 
1.2 供 试 试剂 
1.2.1 载体 及 菌 种 :感受 态 细 胞 Transl-Tlhase 
Resistant Chemically Competent Cell 和 pEASY-T1 载 






























































体 购 自 北 京 全 式 金 生物 技术 有 限 公 司 。 
1.2.2 主要 试剂 和 工具 酶 :总 RNA 提取 试剂 Trizol 
Reagent .微量 样品 总 RNA 提取 试剂 盒 .DNA 纯化 回 
收 试剂 盒 购 自 天 根 生 化 科技 (北京 ) 有 限 公司 。Taq 
DNA 聚合 酶 购 自 北京 庄 盟 国际 生物 基因 科技 有 限 
公司 ; 反 转 录 试 剂 盒 ( PrimerScript II 1st Strand 
cDNA Synthesis Kit) , RACE iX 7f] & ( SMARTer 9 
RACE 5'/3' Kit User Manual) , € JG 4E Œ PCR 试剂 
(SYBR 9 Premix Ex Taq™ I ) UJ H TaKaRa 公司 。 
1.2.3 引物 及 测序 :所 用 引物 自行 设计 并 由 金 斯 瑞 
生物 科技 有 限 公司 合成 ,质粒 测序 由 上 海 杰 李 生 物 
技术 有 限 公司 完成 ,转录 组 测序 由 北京 百 迈 客 生物 
科技 有 限 公 司 测定 。 
1.3. 松 墨 天 牛 小 热 激 蛋白 基因 全 长 cDNA 的 克隆 

采用 Trizol 法 提取 松 墨 天 牛 4 龄 幼虫 总 RNA, 
结合 微量 紫外 分 光 光 度 仪 (NanoDrop ND-1000, 3 
国 ) 和 琉 脂 糖 凝 胶 电 泳 检 测 总 RNA 的 质量 和 浓度 ， 
依据 反 转 录 试 剂 盒 说 明 书 获得 cDNA 第 1 链 。 根 据 
转录 组 数据 SRX309376 (Lin et al., 2015) , 设计 
3'RACE ffl 5' RACE 引物 HSP21. 20-5'/HSP21. 20- 
3',( 表 1) ,以 松 墨 天 牛 4 龄 幼虫 cDNA 为 模板 ,根据 
RACE 试剂 盒 操作 步 又 进行 3 和 5 RACE 的 PCR 扩 
增 , 将 PCR 产物 经 琼脂 糖 凝 肌 电 泳 后 切 胶 纯化 , 克 
隆 于 pEASY-TI 载体 ,导入 大 肠 杆 菌 Escherichia. coli 
Transl-TÀ 之 后 在 含有 氮 革 的 并 涂 有 IPTG X X-gal 
的 LB 琼脂 板 上 37% 过 夜 培养 , 挑 取 阳性 克隆 于 LB 
液体 培养 基 中 37Y 200 r/min 孵育 2 hb, 青 进行 菌 液 
PCR 鉴定 。 送 样 测序 ,将 获得 的 测序 片段 进行 拼接 
获得 松 墨 天 牛 小 热 激 蛋 白 基因 的 全 长 cDNA 序列 。 
1.4 生物 信息 学 分 析 

同 源 序 列 搜索 使 用 在 线 工 具 (https: // www. 
ncbi. nlm. nih. gov/), 序列 拼接 及 比 对 使 用 
DNAMAN 软件 ,进化 树 构建 使 用 MEGA6.0 软件 , 信 
号 肽 预测 利用 在 线 网 站 (http: // www. cbs. dtu. dk/ 
services/SignalP/) ,等 电 点 及 分 子 质量 预测 利用 在 
线 网 站 (http: // web. expasy. org/compute, pi/) ,二 
级 结构 预测 利用 在 线 软件 NPS 的 PHD 1X (http: // 
npsa-pbil. ibep. £z/) ,蛋白 三 维 结构 的 预测 利用 在 线 


网 站 swiss model ( http: // www. swiss model. expasy. 
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1.5. 松 墨 天 牛 小 热 激 蛋白 基因 表达 谱 的 测定 
1.5.1 RNA 的 提取 及 cDNA 第 1 链 的 获得 :将 1.1 
节 收 集 的 不 同样 品 依照 1.3 节 的 方法 提取 RNA 合 
成 cDNA 第 1 链 。 
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1.5.2 ”内参 基因 的 筛选 及 引物 设计 :本 研究 选择 
GAPDH 作为 松 墨 天 牛 不 同 发 育 阶段 及 不 同 组 织 基 
因 表达 分 析 的 内 参 基 因 ( 冯 波 等 , 2016) ,内 参 基因 
扩 增 引物 为 GADPH-FAGADPH-R( 表 1)。 基 于 冯 波 
等 (2016) 从 松 墨 天 牛 转 录 组 中 鉴定 出 9 个 候选 内 
参 基因 (Actin, TUB, 18S rRNA, RPS27A, RPS3, 
RPLIO, AK, GAPDH 和 EF14) 分 别 设计 引物 Actin- 








F/Actin-R, TUB-F/TUB-R, 18S rRNA-F/18S rRNA- 
R, RPS27A-F/RPS27A-R, RPS3-F/RPS3-R, RPLIO- 
F/RPLIO-R, AK-F/AK-R, GAPDH-F/GAPDH-R 和 
EFL A-F/EFLA-R. (X 1) ,筛选 温度 胁迫 下 最 稳定 的 
内 参 基因 。 根 据 本 研究 克隆 得 到 的 目的 基因 cDNA 
序列 , 设计 并 筛选 出 实时 荧光 定量 PCR 引物 
HSP21. 20qFVHSP21.20qR ( 表 1)。 
































表 1 所 用 引物 
Table 1 Primers used in this study 
引物 引物 序列 (5' -37) 引物 用 途 
Primers Primer sequences Use of primers 
HSP21. 20-5" GATTACGCCAAGCTTAAACTCCATCCGAGGACAAT S5'RACE 
HSP21. 20-3' GATTACGCCAAGCTTTGAAGAAAAGCCGGATGAAC 3'RACE 
HSP21.20qF ATTGTCCTCGGATGGAGTTT"' qPCR 
HSP21.20qR GCCTCTTCAGGCACTTCTT"' 
Actin-F CGAACAGGAAATGGCTACCG 
Actin-R CGTCGCACTTCATGATGGAG" 
TUB-F AATCACCAACGCCTGTTTCG 
TUB-R TGGCAATAGCAGCGTTTACG 
18S rRNA-F AGAAACGGCTACCACATCCA 
18S rRNA-R GCGGGACACAGATTCGACTA 
RPS27A-F CGCCGGAAAACAATTGGAAG 
RPS27A-R GCATTCACGCTCTCAATCTGTGG VI SED ffi 
RPS3-F ATGTGGAGCTAAAGGTTGCG Selection of the reference gene 
RPS3-R AAACGTTATCGGGCAAAGGC 
RPL10-F GACAAACGCTTTCAGCGGAAC 
RPL10-R TGCTGTTGATCGCCCAAAAC 


AK-F TCCCGCTGGTGAATTTGTTG 


AK-R AGCCTGCAAGAAACGATCAC 
GAPDH-F TCGAACGCTTCATGCACAAC 
GAPDH-R CCATCACGCCACAATTTTCC 

EF1 A-F GACAGCTCCATTTTCCACGTTG 
EF1A-R TTCGGGCGCTTTTCCAAATG 


1.5.3 标准 曲线 的 制作 和 qPCR : qPCR 在 Applied 
Biosystem 7500 System (美国 ) 上 进行 ,反应 体系 为 
20 uL: SYBR Premix Ex Taq || 10 pL, ROX 
Reference Dye 0.4 pL, 上 下 游 引 物 各 0.8 uL, cDNA 
模板 2 uL, ddH,O 6 hL。 反 应 条 件 : 95C 预 变性 
30 s; 95*C 5 s, 60*C34 s,40 个 循环 ;最 后 在 54 ~ 
95°C 进行 熔 解 曲线 分 析 , 经 熔 解 曲线 分 析 确 认 所 设 
计 的 引物 没有 非特 异 扩 增 及 引物 二 聚 体 后 ,将 
cDNA 模板 按 1: 10 (v/v ) Wi FEL 5 个 浓度 梯度 进行 
标准 曲线 分 析 ,并 计算 不 同 引物 的 扩 增 效率 ,每 个 模 
板 设 3 个 生物 学 重复 。 

1.5.4. 内 参 基 因 评 价 方法 :采用 内 参 基 因 评 价 软件 











geNorm ( Vandesompele et al., 2002), NormFinder 
( Anderson et al., 2004) 和 BestKeeper ( Pfaffl et al., 
2004) ,严格 按照 软件 使 用 说 明 对 各 候选 内 参 基 
进行 评估 分 析 。 利 用 geNorm 分 析 时 ,表达 稳定 值 M 
小 于 0.5 时 即 表示 该 基因 为 稳定 表达 (Hellemans et 
al., 2007), NormFinder 与 geNorm 相似 。 在 利用 
BestKeeper 软件 分 析 时 ,标准 差 (SD) 和 变异 系数 
(CV) 越 小 , 越 适 合作 为 内 参 基因 (Pfaffl et al., 2004) 。 

不 同 发 育 阶 段 及 不 同 组 织 的 殉 光 定量 结果 用 
2 “法 计算 相对 表达 量 高 低 ( Ct 为 循环 阅 值 ,表示 
每 个 反应 中 荧光 信号 到 达 设 定 浆 值 的 循环 数 ) ; 温 
度 胁迫 下 的 荧光 定量 结果 采用 2 "计算 相对 表达 
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量 ,ACt= 目的 基因 平均 Ct 值 - 内参 基因 平均 Ct 
值 ,AACt = ACt 样品 2 - ACt 样品 1 (Livak and 
Schmittgen, 2001) , 其 中 ,样品 1 为 对 照 组 ,样品 2 
为 不 同 温度 胁迫 下 的 处 理 组 。 
1.6 数据 处 理 

所 用 数据 处 理 软件 为 IBM SPSS Statistics 20 , 采 
用 Duncan 氏 多 重 检验 法 对 不 同 发 育 阶段 .不同 组 织 
及 温度 处 理 样品 中 松 墨 天 牛 小 热 激 和 蛋白 基因 相对 表达 
量 的 差异 进行 显著 性 方差 分 析 , 差异 显著 性 水 平均 为 
P «0.05, 























2 结果 
2.1 松 墨 天 牛 小 热 激 蛋白 基因 cDNA 的 全 长 克隆 
及 序列 分 析 

通过 RACE 扩 增 并 克隆 获得 松 黑 天 和 牛 的 小 热 激 
蛋白 基因 cDNA 全 长 ,序列 分 析 表 明 该 基因 cDNA 
全 长 为 871 bp, tud 137 bp 的 5' 非 翻译 区 ,173 bp 
的 3' 非 翻译 区 ,以 及 561 bp 的 开放 阅读 框 ,编码 187 
个 氨基 酸 ,信和 号 肽 预测 表明 N 末端 含有 18 个 氨基 
酸 组 成 的 信号 肽 ,成 熟 蛋 白 预 测 分 子 质 量 21. 20 


kD ,等 电 点 为 8. 65 ,将 其 命名 为 MaltHSP21. 20 
(GenBank 登录 号 : MH091811) (图 1) 。 推 导 的 氮 
基 酸 序列 进行 结构 域 预测 ,在 第 64 - 146 位 氨基 酸 
残 基 形 成 了 a- 晶体 蛋白 质 结构 域 ,蛋白 质 二 级 结构 
预测 共 含 有 10 个 B HER, E Qa- 结构 域内 含有 7 
个 B 折 又 片 (图 1) 。 利 用 SWISS-MODEL 工具 建 
模 , 预 测 松 墨 天 牛 的 HSP21. 20 和 蛋白 的 三 维 结构 与 
已 知 其 他 物种 小 热 激 蛋白 的 三 维 结构 高 度 相 似 , 该 
模型 也 显示 MaltHSP21. 20 H N C 端 和 B PAA 
成 的 a- 结构 域 构 成 (图 2) 。 

在 NCBI [5] 818 RHA EL Cfi, 10 个 物种 的 
sHSP 序列 ,并 与 MaltHSP21. 20 一 起 应 用 MEGAG6. 0 
软件 邻接 法 (neighbor-joining method, NJ) 进行 1 000 
次 抽样 分 析 来 构建 系统 进化 树 ( 图 3)。 结 果 显 示 ， 
松 墨 天 牛 的 MaltHSP21.20 5 96 JH Œ X ^F 
Anoplophora glabripennis 的 sHSP R Jj — 3c , MER 
和 牛 与 光 肩 星 天 牛 同属 天 牛 科 ( Cerambycidae ) ,此 外 
同属 叶 甲 科 (Chrysomelidae ) 的 大 猿 叶 甲 Colaphellus 
bowringi FIZ W Vj He IH FR. Gastrophysa atrocyanea. 的 
sHSP «t1 7j— 3c , A6 HH 855388 H EL rh, sHSP 的 聚 类 关 
系 在 一 定 程 度 上 反映 其 亲缘 关系 。 














ACATGGGGAGTATTTTAGATTTIGTATTGGTGATCCACGGTGAGTACCGAGTGCCGAAATATTTTTTGA 
AATITITATAAAAAAGTAAATCGTIGIGTCGTATIGTITAAAAA AA AGTAAGCGAGACA AGAGTTAAA 





1 ATG GCT TTG TTA CTA CCG TTG TTA AAC GAA CAC CAA AGT TTA ATIG TCT AGC TTG CTA GGC 
M A L L E P E E N E H Q S E M 8 8 E L G 
61 GGC GAC CAT TIG AGG TTA AAA CIG AGC GAT GAA GAA TIT TTA AGC OCC CIG ATA OCA AGA 
G D H L R L K L 8 D E E F L 3 P L I P R 
m AAA ACT CGT AGA CAG ATA ATA AGC TCT CcT TAT GIA AGA CAT CCC AGC TAC AAA GGT AAA 
mn AAC TCI TTG GIT CCA AGC GAT CAC AAG AAT TTC CAT GTA AAC ATC GAT GTA CAG CAG TTC 
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TCT CCA GAA GAG ATT ACT GIT AAA TGI GIC AAT GAT GAT ACG AIC GIG GTG GAG TGT AAA 
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TGITAAAAGACTGATTCATTCAGTTIICIGTGTIIGCTIITGTATTIIGTATTIITICAATAAAATGTTTIA 
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图 1 





Fig. 1 





松 墨 天 牛 小 热 激 蛋白 基因 Malt HSP21. 20 EREI 
Nucleotide and deduced amino acid sequences of MaltHSP21. 
星 号 表示 终止 子 ; 黑 色 下 划 线 为 预测 的 信号 肽 序列 ;红色 下 划 线 为 预测 的 w- 结 构 域 ; 





E 导 的 氨基 酸 序列 


20 from Monochamus alternatus 

















每 个 方 框 为 一 个 B Jr, The stop codon is indicated by an 


asterisk, putative signal peptide sequences are underlined in black, predicted o-domains are underlined in red, and every box shows a Q-sheet. 
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a-domain 





C 端 C-terminus 


N 端 N-terminus 








到 2 预测 的 MaltHSP21.20 编码 蛋白 的 三 维 结构 
Fig. 2 The predicted three-dimensional structure of 
the encoded protein of MaltHSP21. 20 








2.2 不 同 温度 胁迫 下 松 墨 天 牛 内 参 基 因 的 筛选 
以 松 墨 天 牛 cDNA 为 模板 进行 qPCR 分 析 , 结 
果 表 明 9 个 内 参 基因 引物 扩 增 的 熔 解 曲线 都 只 有 明 
显 的 单一 峰 , 说 明 所 采用 的 引物 均 可 特异 性 地 扩 增 
各 内 参 基 因 的 相应 产物 ,不 存在 引物 二 聚 体 。 且 9 
个 基因 的 扩 增 效率 为 0.80 ~ 1.08, R^ 值 均 在 98% 
以 上 ,说 明 殉 光 定 量 结果 是 可 信 的 。 应 用 geNorm, 
BestKeeper 和 NormFinder 软件 对 不 同 温度 处 理 1 h 
样品 的 9 个 候选 内 参 基因 表达 的 稳定 性 进行 评价 。 
geNorm 结果 显示 EFIA, RPLIO 和 RPS274 符合 要 
求 (M <0.5)( 图 4) 。 在 此 基础 上 ,又 结合 NormFinder 
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和 BestKeeper 软件 进行 稳定 性 评价 。NormFinder 2i 
果 显 示 18S rRNA 最 为 稳定 ,而 EFIA, RPLIO 及 
RPS274 也 较为 稳定 ,稳定 值 分 别 为 0. 163 ，0. 227 
和 0.183, 均 小 于 0. 5, BestKeeper 结果 显示 ,EF14 
的 标准 差 SD H 2.58 ,变异 系数 CV 为 3.55;RPL10 
的 标准 差 SD 为 1.91 ,变异 系数 CV 为 3.01;RPS274 
的 标准 差 SD 为 2. 22 ,变异 系数 CV 为 3.91。 综 上 
所 述 ,RPL10 在 不 同 温度 胁迫 下 是 较为 稳定 的 内 参 
基因 ( 表 2) 。 
2.3 松 墨 天 牛 MaltHSP21. 20 mRNA 在 不 同 发 育 
阶段 及 不 同 组 织 中 的 相对 表达 量 

由 图 5 可 以 看 出 ,MaliHSP21. 20 基因 在 松 墨 天 
牛 的 卵 期 幼虫 期 滞 育 幼虫 期 、 师 期 和 雌雄 成 虫 中 
HARK ,在 清 育 幼虫 中 表达 量 最 高 ,为 4 龄 幼虫 中 
的 7 倍 , 卵 期 及 肾 期 表达 量 次 之 ,其 余 时 期 无 显著 差 
(P >0.05) 。MaliHSP21.20 在 幼虫 的 表皮 、 马 氏 
管 . 血 淋巴 .脂肪 体 和 肠 道中 均 有 表达 ,其 中 ,在 脂肪 
体 中 表达 量 显著 高 于 其 他 组 织 (P <0.05) ,而 在 表 
皮 中 表达 量 最 低 ( 图 6) 。 
2.4 不 同 温度 胁迫 下 松 墨 天 牛 MaltHSP21. 20 
mRNA 的 相对 表达 量 

利用 2.2 节 筛 选 出 的 温度 胁迫 下 较 稳 定 的 内 参 
基因 RPL10 ,以 25*C 为 对 照 ,计算 不 同 温度 胁迫 下 
MaltHSP21.20 的 相对 表达 量 , 其 引物 HSP21. 20qF7 
HSP21.20qR 扩 增 效率 为 0.92,R? 为 99%。 采 集 荧 
光 信号 进行 溶解 曲线 分 析 , 都 只 出 现 单 一 的 信号 峰 ， 
说 明 没 有 非特 异性 扩 增 。 















































中 欧 山 检 太 小 于 Dendroctonus ponderosae (XP 019759314.1) 
akg EH Lissorhoptrus oryzophilus (AHE77375.1) 


ALR F Nicrophorus vespilloide (XP. 017784506.1) 


| AES EH H Aethina tumida (XP. 0198777961) 
TESTER Dastarcus helophoroides (XP. 915377.1) 


JSH Colaphellus bowringis (AMK38872.1) 


WEHA Gastrophysa atrocyanea (BAD91164.1) 
tT Agrilus planipennis (XP. 018321195 .1) 
卉 拟 谷 资 Tribolium castaneum (XP. 975377.1) 


TERE Monochamus alternatus (MH091811) 
光 肩 星 天 牛 Anoplophora glabripennis (XP. 018560866 1) 





图 3 ”基于 氮 基 酸 序列 用 邻接 法 构建 松 墨 天 牛 的 MaltHSP21. 20 与 其 他 畏 翅 目 昆 虫 sHSP 蛋白 的 系统 发 育 树 











Fig. 3 Phylogenetic analysis of MaltHSP21.20 in Monochamus alternatus and sHSP proteins from 
other Coleoptera species with neighbor-joining method based on amino acid sequences 


图 中 的 数值 代表 bootstrap 为 1 000 次 时 的 支持 度 值 ,标尺 代表 遗传 距离 。Bootstrap support values based on 1 000 replicates are indicated, and the 


scale bar indicates the genetic distance. 
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图 4 应 用 geNorm 软件 分 析 不 同 温度 胁迫 下 松 墨 天 牛 4 龄 幼虫 内 参 基 因 的 平均 表达 稳定 值 ( M) 


Fig. 4 Average expression stability ( M) of reference genes in the 4th instar larvae of Monochamus alternatus 








after exposure to different temperatures analyzed by geNorm 


R2 WA NormFinder, BestKeeper 软件 分 析 不 同 温度 胁迫 下 松 墨 天 牛 4 龄 幼虫 内 参 基因 的 稳定 性 
Table 2 Expression stability of reference genes in the 4th instar larvae of Monochamus alternatus 
after exposure to different temperatures analyzed by NormFinder and BestKeeper 








NormFinder BestKeeper 
内 参 基 因 Reference gene 
稳定 值 Stability r SD CV P 

Actin 0.294 0.625 1.80 3.47 0. 098 
AK 0.374 0. 083 1.08 3.35 0. 848 
EFIA 0.163 0. 894 2.58 3.55 0.003 
GAPDH 0.362 0.621 2.05 3.54 0.100 
RPLIO 0.227 0.747 1.91 3.01 0.033 
RPS3 0.201 0.821 2.16 3.84 0.013 
RPS27A 0.183 0.873 2.22 3.91 0.005 
TUB 0.302 0. 884 3.22 5.65 0.004 
18S rRNA 0.153 0.903 1.87 5.64 0.002 
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图 5  MaltHSP21. 20 在 松 墨 天 牛 不 同 发 育 阶段 的 相对 表达 量 








Fig. 5 Relative expression level of MaltHSP21. 20 in different developmental stages of Monochamus alternatus 
图 中 数据 为 平均 值 + 标准 误 ; 柱 上 不 同 小 写字 母 表 示 不 同 发 育 阶 段 间 差 异 显著 (P<0.05) (Duncan 氏 多 重 检验 ) Data in the figure are mean + 


SE and different letters above bars indicate significant difference among different developmental stages ( P <0.05) ( Duncan' s multiple range test). 
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图 6  MaltHSP21. 20 在 松 墨 天 牛 4 龄 幼虫 不 同 组 织 中 的 相对 表达 量 
Fig. 6 Relative expression level of MaltHSP21. 20 in the 4th instar larvae of Monochamus alternatus 
图 中 数据 为 平均 值 + 标准 误 ; 柱 上 不 同 小 写字 母 表示 不 同 组 织 间 差异 显著 (已 <0. 05) (Duncan 氏 多 重 检验 ) Data in the figure are mean + SE 


and different letters above bars indicate significant difference among different tissues (P <0.05) ( Duncan’ s multiple range test). 





对 松 墨 天 牛 4 龄 幼虫 在 5, 0，-5 fI - 10Y 分 
别处 理 1, 2 和 3 h ,与 对 照 组 相 比 ,0，-5 7 -10% 
处 理 1 h MaltHSP21.20 相对 表达 量 上 调 ,5%C 3 h 处 
理 组 表达 量 略 上 调 , 低 温 处 理 下 各 温度 梯度 及 各 时 
间 梯 度 并 未 呈 一 定 的 相关 性 ,只 有 几 个 梯度 与 对 照 
相 比 有 显著 性 差异 ,但 上 调幅 度 较 低 。0%C 1 h 处 理 
组 相对 表达 量 最 高 ,为 对 照 组 的 2.82 倍 (图 7) 。 

在 高 温 胁迫 处 理 组 中 ,几乎 每 个 温度 梯度 在 各 
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个 时 间 段 相对 表达 量 与 对 照相 比 均 有 显著 性 差异 
(P «0.05) , 1E 35 C Ah rP , MaltHSP21. 20 表达 量 
与 对 照 组 相 比 已 上 调 。 随 着 温度 的 升 高 ,40Y 表达 
量 继续 升 高 ,并 与 处 理 时 间 呈 正 相 关 。 在 45% 处 理 
2 和 3 h I] MaltHSP21.20 的 相对 表达 量 最 高 ,为 同 
时 间 段 对 照 组 的 30. 14 倍 。 但 是 在 50Y 处 理 组 中 ， 
相对 表达 量 呈现 下 降 趋势 ,但 与 对 照 组 相 比 依然 是 
上 调 ( 图 8) 。 














olh m2h m3h 


0 -5 -10 


5 
温度 胁迫 Temperature exposure (°C) 


图 7 低温 处 理 不 同时 间 后 松 墨 天 牛 4 龄 幼虫 中 MaltHSP21.20 的 相对 表达 量 





Fig. 7 Relative expression levels of MaltHSP21. 20 in the 4th instar larvae of Monochamus alternatus 


after exposure to different low temperatures for different time 
图 中 数据 为 平均 值 + 标准 误 ; 柱 上 不 同 小 写字 母 表示 处 理 不 同时 间 不 同 温度 处 理 组 间 差 异 显著 ( 忆 <0.05) (Duncan 氏 多 重 检验 ) 。 图 8 [n], 


Data in the figure are mean + SE and different letters above bars indicate significant difference among different treatment temperatures for different time 





(P «0.05) (Duncan' s multiple range test). The same for Fig. 8. 


3 结论 与 讨论 


3.1 松 墨 天 牛 MaltHSP21. 20 的 序列 分 析 
本 研究 通过 生物 信息 学 手段 结合 RT-PCR 和 
RACE 技术 ,首次 克隆 了 一 个 松 墨 天 牛 的 sHSP 基因 








的 cDNA 全 长 序列 ,命名 为 MaltHSP21. 20。 氨基酸 
序列 分 析 表 明 ,该 基因 符合 sHSP 家 族 的 结构 特点 。 
进行 蛋白 质 三 维 结构 建 模 也 得 出 了 相同 的 结 

MaltHSP21. 20 属于 典型 的 sHSP 家 族 。a 结构 域 对 
小 热 激 蛋白 的 分 子 伴侣 及 对 底 物 蛋白 的 特异 性 结合 
是 十 分 重要 的 (Basha et al., 2006) , g-JrOME FAR 
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图 8 高 温 处 理 不 同时 间 后 松 墨 天 牛 4 龄 幼虫 中 MaltHSP21.20 的 相对 表达 量 





Fig. 8 Relative expression levels of MaltHSP21. 20 in the 4th instar larvae of Monochamus alternatus 


after exposure to different high temperatures for different time 


聚 物 的 形成 十 分 必要 ( Hayes et al., 2009) ,但 其 数 
量 在 不 同 昆虫 的 sHSP 内 存在 差异 。MaltHSP21. 20 
在 w- 绪 构 域 内 有 7 个 B-E , RAR IR Spodoptera 
litura 的 6 条 sHSP 均 含 有 7 个 g-Jr (Shen et al., 
2011) ,而 中 华 蜜蜂 A. cerana cerana 的 sHSP22.6 共 
含有 8 个 B- 折 又 ,在 a- 结 构 域 内 有 4 个 B-Dr 
(Zhang et al., 2014) ,不 同 昆虫 体内 sHSP g-Jrd 2 
量 的 不 同 可 能 暗示 着 其 功能 上 的 差异 。 

系统 发 育 树 分 析 表 明 松 墨 天 牛 的 MaltHSP21. 20 
HCA ÆRA K sHSP 极 相似 ,可 能 是 由 于 二 者 同 
属 天 牛 科 ,在 进化 上 亲缘 关系 较 近 。 叶 甲 科 的 大 猿 
uEFI E Ape np HP f] sHSP th £e Dy Bec, TE 
Antheraea pernyi 的 sSHSP21 5j H:ftt 8538 H EG E sHSP 
的 氨基 酸 序列 一 致 性 在 82%~93% 2 TR] , WE Z f 
sHSP21 5 2X FÉ K A E Actias selene ningpoana m 
sHSP 高 度 相 似 (Liu et al., 2013) ,表明 昆虫 sHSP 的 
聚 类 关系 在 一 定 程 度 上 反映 其 亲缘 关系 。 松 墨 天 牛 
其 他 家 族 的 HSP 与 鞘翅 目的 物种 HSP 也 具有 很 近 
的 亲缘 关系 ,与 MaHSP60 的 氨基 酸 序列 一 致 性 为 
80% ~ 93% ,与 MaHSP70 的 氨基 酸 序列 一 致 性 为 
87% ~ 91% ,与 MaHSP90 的 氮 基 酸 序 列 一 致 性 为 
89% ~94% ,表明 松 墨 天 牛 的 热 激 和 蛋白 家 族 与 薄 翅 
目 其 他 种 类 的 热 激 蛋白 有 高 度 相 似 性 (Cai et al., 
2017), 
3.2. 松 墨 天 牛 MaltHSP21. 20 的 时 空 表达 特性 分 析 

MaltHSP21. 20 在 松 墨 天 牛 不 同 发 育 阶 段 中 均 
有 表达 ,其 中 在 消 育 幼虫 中 表达 量 最 高 。 在 已 有 研 
究 的 与 滞 育 相关 的 基因 中 , 热 激 蛋白 基因 被 认为 是 
与 沾 育 关系 最 为 密切 (Rinehart et al., 2007) 。 松 墨 


























天 牛 以 幼虫 沿 育 越冬 ,在 灌 育 过 程 中 ,体内 ATP 合 
成 极 少 ,而 sHSP 是 一 类 不 需要 ATP 参与 的 分 子 伴 
个 ,因此 ,推测 MaltHSP21. 20 参与 松 墨 天 牛 消 育 时 
抵御 外 界 低温 。 其 他 昆虫 如 肉 晶 Sarcophaga 
crassipalpis 体内 的 hsp23 与 其 沿 育 密切 相关 , 即 清 育 
起 始 阶段 hsp23 含量 明显 增加 ,在 整个 清 育 过 程 中 
一 直 维 持 较 高 含量 , 清 育 的 终止 期 含量 下 降 
( Hayward et al., 2005) 。 已 有 研究 表明 ,sHSP 在 昆 
虫 生长 发 育 中 十 分 重要 。 黑 腹 果 蝇 Drosophila 
melanogaster 的 sHSPs 在 身体 重 构 和 变态 阶段 ( 胚 
Ji 幼虫. 肾 ) 具有 较 高 的 表达 水 平 (Takahashi et al., 
2010) 。 和 斜纹 夜 峨 的 HSP20. 8 EATE A WE P 
期 的 表达 量 最 高 (Shen et al., 2011) ,本 研究 结果 显 
示 : 相 对 于 幼虫 及 雌雄 成 虫 ,Waii5SP21. 20 dE Bg K 
晴 期 表达 量 也 较 高 ,这 也 暗示 MaltHSP21. 20 可 能 参 
与 松 墨 天 牛 的 生长 发 育 。 另 外 ,昆虫 体内 的 小 分 子 
量 热 激 和 蛋白 的 表达 还 存在 雌雄 差异 并 参与 生殖 (Ia 
et al., 2013) ,但 是 松 墨 天 牛 的 Malt HSP21.20 7E WE 
雄 成 虫 间 表 达 量 较 低 且 无 差异 ,推测 松 墨 天 牛 体内 
存在 其 他 的 sHSP 参与 其 生殖 过 程 。 

脂肪 体 是 昆虫 解毒 及 储存 能 量 的 主要 器 官 ( 吴 
秋 雁 ，1981 )。 本 研究 结果 表明 松 墨 天 牛 的 
MaltHSP21. 20 在 脂肪 体 中 表达 量 最 高 ,而 松 墨 天 牛 
的 HSP60 和 HSP90 也 在 脂肪 体 中 表达 量 最 高 ( Cai 
et al., 2017) ,可 以 推测 脂肪 体 在 松 墨 天 牛 抵御 环境 
胁迫 时 发 挥 作 用 。 二 化 晓 Chilo suppressalis 的 
Cshsp22.9b 和 Cshsp24. 3 也 在 脂肪 体 中 高 度 表达 
(Pan et al., 2018) 。 但 是 ,斜纹 夜 蛾 的 6 个 sHSP 基 
因 均 在 马 氏 管 中 表 达 量 最 高 (Shen et al., 2011) ,中 
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华 蜜蜂 的 sHSP22. 6 在 肠 道 和 表皮 中 表达 量 最 高 
(Zhang et al., 2014) 。 虽然 不 同 昆虫 sHSP 基因 在 
不 同 组 织 中 表达 量 有 所 差异 ,但 是 脂肪 体 、 马 氏 管 、 
肠 道 均 为 昆虫 能 量 代 谢 的 主要 器 官 (Enayati et al., 
2005), 表皮 是 昆虫 与 外 界 接触 的 首要 组 织 
( Marionnet et al., 2003) ,说 明 昆 虫 的 sHSP 在 抵御 
外 界 胁 迫 时 极其 重要 。 
3.3 温度 胁迫 下 内 参 基 因 分 析 及 MaltHSP21. 20 
的 表达 特性 分 析 

选择 合适 的 内 参 基 因 对 荧光 定量 的 准确 性 是 极 
其 重要 的 一 个 环节 。 松 墨 天 牛 基因 表达 人 研究 中 ,使 
用 的 内 参 基 因为 B-actin( 罗 淋淋 等 ,2015) 和 18S 
TRNA( 钱 凯 等 , 2015 ) 。 汉 波 等 (2016 ) 研究 发 现 ,B- 
actin 和 18S rRNA 在 所 用 化 学 感受 组 织 间 的 表达 不 
稳定 ,发现 GAPDH 是 松 墨 天 牛 化 学 感受 基因 表达 
分 析 的 首选 内 参 基因 。 本 研究 结果 表明 ,在 热 胁 迫 
下 , GAPDH 不 稳定 , 而 较为 稳定 的 内 参 基 因为 
RPL10。 在 同一 种 类 不 同 处 理 中 最 稳定 的 内 参 基因 
存在 差异 并 不 少见 。 如 斜纹 夜 峨 在 不 同 发 育 阶段 内 
参 基因 GAPDH 和 VCCR 最 稳定 ,不 同 组 织 部 位 
RPL10, AK 和 EFI 稳定 ,不 同 温度 处 理 下 GAPDH 
M EFI 最 稳定 (Lu et al., 2013)。 由 于 受 内 外 环境 
的 影响 ,在 细胞 中 真正 恒定 表达 的 基因 并 不 存在 。 
目前 最 常用 的 用 于 内 参 稳定 性 评价 的 3 种 软件 分 别 
是 geNorm, NormFinder 和 BestKeeper。3 种 软件 评 
价 结果 基本 一 致 ,但 3 种 软件 因 分 析 方 法 存在 一 定 

7, EFIA, RPL10 fl RPS27A 均 符 合 内 参 稳定 性 

要 求 ,但 是 RPL10 最 为 稳定 。 

松 墨 天 牛 幼虫 的 过 冷却 点 为 - 14.5Y ,而 对 其 
4 Jis 4p d gETTUS ME AX, -5 25°C 对 照 组 相 比 ,处 理 
1 «3 h, 仅 少数 几 个 温度 梯度 能 够 诱导 MaltHSP21. 20 
的 表达 ,并 且 其 对 冷 胁迫 的 响应 并 不 显著 。0C 1 h 
处 理 斜纹 夜 峨 6 龄 幼虫 ,HSP19.7, HSP20, HSP20.7 
和 HSP21.4 表达 量 并 无 显著 变化 ,而 HSP20. 4 和 
HSP20. 8 对 冷 胁 迫 做 出 明显 回应 (Shen et al., 
2011) , = f Ld PI HSP36. 77 在 -5%C~ 
-15% 内 相 较 于 25% 对 照 组 无 差异 , 而 其 他 5 个 
sHSP 基因 则 上 调 表达 (Wang et al., 2017) 。 因 此 ， 
推测 松 墨 天 牛 的 MaltHSP21.20 不 参与 冷 胁迫 ,可 能 
其 他 sHSP 基因 参与 低温 时 机 体 的 自我 保护 。 

热 胁 迫 时 ,35% 处理 1 h 时 MaltHSP21. 20 已 经 
上 调 ,并 与 温度 及 时 间 梯 度 呈 现 正 相 关 , 直至 45€ 
2 hb 和 3 h 时 相对 表达 量 最 高 。 表 明 MaltHSP21. 20 
在 松 墨 天 牛 抵 御 热 胁迫 时 发 挥 重 要 作用 。 尽 管 松 墨 
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天 牛 在 其 生活 史 中 极 少 遇 到 50*C 的 高 温 ,本 研究 设 
置 了 50Y 的 处 理 组 是 为 了 探究 MaltHSP21. 20 是 否 
会 随 着 温度 上 升 不 断 上 调 。 结 果 表 明 ,50Y 相 较 于 
45% 处理 ,已 经 表现 明显 的 下 降 趋 势 ,可 能 是 由 于 极 
端 高 温 破坏 了 昆虫 体内 的 正常 生理 状况 ,即使 是 应 
对 胁迫 的 小 热 激 和 蛋白 的 合成 也 出 现 异常 , 亦 有 可 能 
是 过 量 的 表达 热 激 蛋白 对 昆虫 机 体 本 身 有 害 , 昆 虫 
会 为 了 维持 生存 付出 一 定 的 代价 中 寻求 一 个 平衡 点 
( Sørensen et al., 2003) 。 热 胁迫 时 不 同 昆虫 sHSP 
基因 的 表达 模式 也 存在 差异 。 云 杉 卷 蛾 
Pseudotomoides strobilellus 的 HSP22. 1 和 HSP21. 5b 
在 32% 时 出 现 表 达 量 明显 上 调 ,37%C 达到 峰值 ,但 
在 42% 则 呈现 明显 下 降 (Quan et al., 2018)。 二 化 
IRAY sHSP 基因 在 33% 出 现 上 调 ,而 在 39% 达到 高 
峰 ,43% 开始 下 降 (Pan et al., 2018) 。 不 同 昆 虫 小 
热 激 和 蛋白 的 诱导 温度 和 表达 量 最 高 温度 存在 差异 ， 
T BLA e] Eb hoop di BE RS I SE FEAR [n]. pg DS BET Wa 
Liriomyza huidobrensis 中 HSP 基因 表达 的 温度 比美 
洲 斑 潜 量 Liriomyza sativae 的 低 ,与 前 者 生活 区 域 向 
北 这 一 习性 相似 (Huang and Kang, 2007) 。 

松 墨 天 牛 的 MaHSP60 和 MaHSP90 基因 也 未 被 
低温 诱导 ,在 357C 时 表达 量 最 高 ,而 MaHSP70 基因 
在 低温 被 诱导 ( Cai et al., 2017) ,表明 松 墨 天 牛 体内 
的 HSP 家 族 行使 不 同 的 功能 ,在 应 对 温度 胁迫 时 ， 
松 墨 天 牛 体内 并 非 某 一 热 激 蛋 白 起 作用 ,而 是 由 不 
同 家 族 的 热 激 蛋白 共同 协作 。 松 墨 天 牛 体 内 不 同 
HSP 家 族 是 如 何 协作 来 抵御 环境 胁迫 还 值得 进一步 
探讨 。 小 热 激 蛋白 是 昆虫 抵御 胁迫 时 的 第 一 道 防 
线 ,由 于 MaliHSP21.20 对 低温 不 敏感 ,但 松 墨 天 牛 
体内 可 能 存在 其 他 的 sHSP 作为 冷 胁迫 的 首要 防 
ZX ,MaltHSP21. 20 基因 的 功能 以 及 松 墨 天 牛 体内 其 
他 的 sHSP 基因 有 待 进一步 挖掘 。 

昆虫 是 变温 动物 ,其 对 温度 的 耐 受 性 直接 影响 
了 种 群 的 消长 。 松 墨 天 牛 是 松 材 线虫 的 传播 媒介 ， 
其 对 温度 的 适应 性 不 仅 影响 其 地 理 分 布 , 还 可 影响 
到 松 材 线虫 病 的 发 生 范 围 。 本 研究 成 功 克 隆 松 墨 天 
^F MaltHSP21.20 基因 全 长 cDNA ,分 析 表 明 该 基因 
符合 典型 的 小 热 激 蛋白 家 族 的 结构 特征 ; 
MaltHSP21. 20 参与 松 墨 天 牛 幼虫 清 育 越冬 及 生长 
发 育 , 也 可 能 参与 松 墨 天 牛 的 解毒 及 代谢 ;温度 胁迫 
下 MaltHSP21. 20 的 表达 模式 表明 , MaliHSP21. 20 
对 低温 不 敏感 ,可 能 在 松 墨 天 牛 幼虫 抵御 高 温 胁 中 
发 挥 作用 。 本 研究 结果 为 理解 松 黑 天 牛 抗 温度 胁迫 
能 力 提 供 了 依据 ,后 续 将 对 该 基因 的 功能 进行 深入 
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研究 ,此 外 , 松 墨 天 牛 体内 其 他 小 热 激 蛋白 的 表达 特 
性 及 与 其 他 热 激 和 蛋白 家 族 的 互 作 关系 尚 需 进一步 
WR. 
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